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ANTICUERPOS RECOMBINANTES Y FRAGMENTOS QUE RECONOCEN EL 
GANGLIOSIDO N-GLICOLIL GM3 Y SU USD PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO 
DE TUMORES. 

5 Sector tecnico. 

La presente invencidn se relaciona fundamentalmente con la Inmunologfa y en particular 
con la obtencl6n de inmunoglobulinas menos inmunog6nicas por la via de la ingenieria 
gen§tica para su uso en el tratamlento del cancer. M^s especfficamente la presente 
Invencl6n se relaciona con las secuenclas peptldicas que codifican un antlcuerpo 
10 monoclonal recombinante o fragmentos derivados del mismo que reconocen 
especfficamente antlgenos que contienen el gangllosido N-glicolil GM3 y no otros 
gangli6sidos del tipo N-gllcolil o N-acetil. ni a los glicolipidos suifatados. 
T6cnica anterior. 

Los gangli6sldos son glicoesflngollpidos que contienen 6cido sialico y que estan 

15 presentes en las membranas plasm^tlcas de vertebrados (Stults CLM y cols. l\/Iethods 
Enzymology 179:167-214, 1989). Algunas de estas moleculas han sido reportadas en la 
literatura como antfgenos asoclados a tumores o marcadores tumorales (Hakamori SH: 
Curr Opin Immunol 3:646-653, 1991), por lo que se ha descrito el uso de anticuerpos anti- 
gangli6sidos como Citiles en el diagn6stlco y terap6utica del cancer (Hougton AN y cols. 

20 PNAS USA 82:1242-1246, 1985; Zhang S y cols. Int J Cancer 73:42-49. 1997). Los 
dcidos sidlicos m&s comdnmente encontrados en celulas de animates son el N-acetil 
(NAc) y el N-glicolil (NGc) (Corfleld AP y col. Cell Biol Monogr 10:5-50, 1982). En general 
el NGc no est& expresado en tejidos nomiales de humanos y polios, pero esta 
ampliamente distribuldo en otros vertebrados (Leeden RW y cols. Biological Role of Sialic 

25 Acid. Rosemberg A and Shengtrund CL (Eds). Plenum Press, New York, 1-48, 1976, 
Kawai T y cols. Cancer Research 51:1242-1246, 2001). Sin embargo, reportes de la 
literatura muestran que anticuerpos anti-NGc reconocen algunos tumores humanos y 
Ifneas de c6lulas tumorales (HIgashi H y cols. Jpn J. Cancer Res. 79:952-956, 1988, 
Fukui Y y cols. Biochem Biophys Res Commun 160:1149-1154, 1989). Se ha encontrado 

30 ademdis un incremento de los niveles del gangli6sido GM3 (NGc) en cancer de mama 
humane (Marquina G y cols. Cancer Research 56:5165-5171, 1996), lo que hace 
francamente atractivo el uso de esta mol§cula como bianco para la terapia del cincer. 
La solicitud de patente EP 0972782 A1 describe el anticuerpo monoclonal murino 14F7, 
producido por el hibridoma depos'rtado segOn el tratado de Budapest bajo el nCimero de 
35 acceso ECACC 98101901. Este anticuerpo monoclonal tiene Isotipo IgGI y fue generado 
a partir de la inmunizaci6n de ratones Balb/c con el gangllosido NGcGM3 conjugado 



hidrof6bicamente con lipoprotefnas de baja densidad (VLDL) y en presencia de adyuvante 
de Freund. dicho anticuerpo se une preferentemente al gangli6sido NGcGM3, y reconoce 
un antlgeno expresado en tumores humanos de mama y melanoma (Can- A y col, 
Hybridoma 19:3:241-247. 2000). Este anticuerpo mostr6 una fuerte actividad citolitica 
5 sobre c6lulas portadoras de dicha secuencia, propledad que podria convertirlo en un arnia 
terap^utica. 

Por otra parte es conocldo que la neovascularizacion indudda por los tumores constltuye 
uno de los par^imetros fundamentales en el control del crecimiento tumoral, lo cual ha 
dirigido las Investigaciones hacia la btisqueda de nuevas amias terapeutlcas relaclonadas 

10 con la inhibicidn del proceso angiog6nlco. Existen evidenclas experimentales del efecto del 
anticuerpo 14F7 sobre este proceso, dichas evidenclas se han encontrado en ensayos con 
matrigel (Anglogenesis. Vol. 4. Pags. 113-121. 2001; Anti-Cancer Res. Vol.18, Pags.783- 
790. 1998). El matrigel es una mezcia de protefnas constituyentes de la membrana basal y 
de la matriz extracelular que rodea a las c6lulas endoteliales. Su utilidad en el estudio del 

15 proceso de neovascularizacl6n radica en la Importancia flsiol6gica de las interacciones 
endotelio-matriz durante el desan-ollo de una nueva vasculatura. Igualmente componentes 
de este gel, como la laminina. se consideran marcadores importantes en este proceso. 
En el estudio de los mecanlsmos relaclonados con la anglogenesis inducida por el tumor 
tambi6n ha sido muy utillzado este tipo de modelo, pennitiendo evaluar famiacos capaces 

20 de modular los eventos relaclonados directamente con el tumor para, de esta forma, influir 
en su crecimiento y metastasis. 

El uso de antlcuerpos monoclonales no-humanos. tales como el 14F7 murino. tiene ciertas 
desventajas para tratamlento de humanos, parllculamiente en un esquema terapeutico 
repetitive. Por ejempio, los antlcuerpos monoclonales murlnos tienen un tiempo de vida 

25 media en sangre relativamente corto, ademds de que pierden importantes propiedades 
inmunol6gicas como son las funclones efectoras cuando son usados en humanos. 
Y lo que podria resultar de mayor Importancia. los antlcuerpos monoclonales murines 
contlenen considerables secuencias de amino^cidos que resultan inmunog6nicas cuando 
son Inyectadas a humanos. Numerosos estudios han mostrado que, despu6s de la 

30 administracion de un anticuerpo extrafio, la respuesta inmune producida en el paciente 
puede ser conslderablemente fuerte y ellminar sustancialmente la utilidad terap6utica del 
anticuerpo despu6s de un tratamlento inicial. Mas aOn, despu6s de administrar 
tratamlento a un paciente con un anticuerpo monoclonal murino, tratamientos ulteriores 
con antlcuerpos murines no-relacionados podrlan no ser efecUvos e incluso peligrosos 
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5 debido a la reactividad cmzada conodda como respuesta HAMA (Khazaeli, M.B.. y cols. 
Journal of Immunotherapy 15: 42-52. 1994). 

Mateo y colaboradores. (Patente Americana No. US 5 712 120) describen un 
procedimlento para la reducci6n de la Inmunogenicidad de los anticuerpos murines. El 
anticuerpo modlficado por el m6todo descrito por Mateo y colaboradores (Mateo C y cols. 

10 Hybridoma 19:6:463-471, 2000), retlene la capacldad de reconocimiento y union al 
antlgeno del anticuerpo original y resulta menos inmunog6nico, lo cual incrementa su 
utilldad terap6utica. Mediante este procedimlento se logra. con un pequeno nQmero de 
mutaciones, obtener anticuerpos modiflcados que muestran una reduccion de la 
inmunogenicidad al ser comparados con el anticuerpo quimerico. 

15 De lo antes expuesto se infiere la necesidad de obtencion de versiones de los 
anticuerpos terapeuticos. que sean menos inmunog6nicos en Iiumanos, que se obtengan 
de fomia sencilla y econ6mica y que resulten adecuados para la fabricacion de 
fomiulaciones terap6uticas u otros uses. 

Tambi6n es conocido que el uso de fragmentos de anticuerpos ha sido muy Otil en el 
20 inmuno-diagn6stico de enfemiedades. Ira Pastan entre otros (Solicltud de Patente 
Europea EP 0796334 Al) describe la construcci6n de fragmentos de tipo Fv de cadena 
sencilla usando las regiones variables de anticuerpos que reconocen especlficamente el 
carbohidrato relacionado con el antlgeno Lewis Y. Bas^ndose en dichos fragmentos, 
desan-olla un mdtodo para detectar c§lulas portadoras de dicho antfgeno, tambien aporta 
25 evidencias del efeclo inhibidor que estos fragmentos ejercen sobre c6lulas portadoras del 
antfgeno. 

El conocimiento del sitio de union del anticuerpo monoclonal 14F7 resulta interesante 
desde el punto de vista practice y te6rico, por el potencial de dicho anticuerpo en la 
inmunoterapia de diversas enfemiedades. Souriau, C y cols, en Expert Opin. Biol. Ther. 
30 1, 845-855, 2001 y Chester, K. A., y cols, en Dis. Markers. 16, 53-62, 2000, muestran que 
el uso de fragmentos de anticuerpos del tipo scFv podria resultar de gran utilldad 
terap6utica aprovechando sus propiedades fannacol6gicas tales como una mejor 
penetraci6n en el tejido tumoral. 

La constmcci6n de mini-bibliotecas de fragmentos de anticuerpo expuestos sobre fagos 
35 filamentosos a partir de hibridomas, pennite la selecci6n de mol6culas con capacidad de 
reconocimiento especffico del antfgeno dentro de este repertorio. El objetivo es la 
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obtencl6n r^plda de fragmentos de anticuerpos que combinan el reconocimiento del 
anticuerpo original con un menor tamafio molecular y la capacidad de sen producidos por 
un hospedero bacteriano. Esta t6cnica pemilte descartar las maitiples variantes de 
fragmentos de anticuerpo no funcionales o imposlbles de producir en bacterias que se 
5 obtienen durante el aislamiento y la manipulacion de los genes de las regiones variables 
de un hibridoma por t6cnicas convencionales de clonacidn (Roovers, R. C. Y cols. Br. J. 
Cancer. 78, 1407-1416, 1998). 

La tecnologfa de presentaci6n de fragmentos de anticuerpo en fagos filamentosos ofrece 
una oportunidad Qnica para acceder al sitio de union de un anticuerpo, asi como para 

10 introducir modificaciones en el mismo con el objetivo de mejorar afinidad (Chames, P. y 
cols. J. Immunol. 161, 5421-5429, 1998, Lamminmaki, U y cols. J. Mol. Biol. 291, 589- 
602. 1999, Parhaml-Seren y cols. J. Immunol. Methods. 259, 43-53, 2002) o modular su 
especificidad (Iba. Y. y cols. Prot. Engn., 11, 361-370,1998, Miyazaki, C. y cols. Prot. 
Engn. 12, 407-415, 1999, Darveau, R. P. y cols. J. Clin. Immunoassay. 15, 25-29, 1992). 

15 La expresi6n de fragmentos de anticuerpos en fagos filamentosos pemnite el intercambio 
de cadenas (Lantto, J. y cols. Methods Mol. Biol. 178. 303-316, 2002), es decir la 
combinacion de diferentes VLs. con la VH original del anticuerpo o viceversa lo cual hace 
posible estudiar el papel que juega cada una de las cadenas en el reconocimiento del 
antigeno y su influencia en la afinidad del anticuerpo (Kabat, E. A., Wu, T. T., J. Immunol. 

20 147, 1709-1719, 1991, Barbae III, C. F., Lerner, R. A. Methods: A companion to Methods 
in Enzymology 2, 119-124,1991). El Intercambio de cadenas pemnite modificar las 
propiedades del sitio de uni6n y tambi6n comblnar secuencias de inmunoglobullnas 
provenientes de diferentes especies, y seleccionar aquellas variantes que conserven la 
especificidad de reconocimiento. (Klimka, A. Y cols. Br. J. Cancer. 83. 252-260, 2000, 

25 Steinberger, P. y cols., J. Biol. Chem. 275,36073-36078. 2000. Rader. C. y cols. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 95.8910-8915, 1998. Beiboer, S. W. H. y cols. J. Mol. Biol. 
296.833-849, 2000). 

La presente invencion se refiere a un anticuerpo modificado derivado del anticuerpo 
murine 14F7, el cual reconoce el antigeno original con igual afinidad y resulta menos 

30 inmunog6nico cuando es administrado a pacientes. Otro hallazgo de la presente 
invencl6n ha sido la obtenci6n de fragmentos derivados de dicho anticuerpo que 
comprenden regiones variables de cadena ligera diferentes de la original, pero retienen 
sus propiedades en lo que concierne a especificidad, afinidad, y reconocimiento, y 
pueden ser expresados por un hospedero bacteriano tanto en fomia de moleculas 

35 solubles como presentadas en la superflcie de fagos filamentosos. Los fragmentos 
derivados del anticuerpo 14F7 son litiles como arnias terap6uticas. Adicionalmente la 
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expresi6n de fragmentos del tipo scFv del anticuerpo 14F7 sobre la superficie del un fago 
filamentoso M13 permlte manipular su sitio de union y obtener variantes de mayor 
afinidad con fines terap6uticos. Es otro objetivo de la presente invencion la 
caracterizacidn de fragmentos del anticuerpo que solo conservan parcialmente la 
5 secuencia del 14F7, pero retiene sus propiedades eri lo que concieme a especificidad, 
afinidad, y reconocimiento. 

Tanto el anticuerpo modificado como los fragmentos obtenidos, reconocen 
especlficamente c6lulas tumorales que expresan el antigeno NGcGM3. lo cual pennite 
que pueda ser usado en el diagn6stico o terapia de dichos tumores y tienen como 
10 ventaja sobre el anticuerpo murine del cual se originaron, que resultan menos 
inmunogSnicos. 

Son objetos de la presente invencion nuevas composiciones farmaceuticas las cuales 
comprenden el anticuerpo modificado 14F7 o sus fragmentos Fv de cadena sencilla, 
donde dicho anticuerpo o fragmento puede estar enlazado a un is6topo radiactivo Otil en 

15 la localizaci6n o tratamiento de tumores que expresen el antigeno. 

Es tambi6n objeto de la presente invenci6n un metodo para el radioinmunodiagn6stico o 
radioinmunoterapia de tumores que expresen el gangliosido NGcGM3, donde sean 
utilizadas las composiciones farmac6uticas que comprenden el anticuerpo modificado 
14F7 6 sus fragmentos unidos a un isotopo radioactive. 

20 Descripcion detallada de la invencl6n. 

En la presente invenci6n se describe un anticuerpo quim6rico derivado del anticuerpo 
monoclonal murino 14F7 producido por el hibridoma con nOmero de dep6sito ECACC 
98101901, caracterizado porque las secuenclas de las regiones hipervariables (CDRs) de 
las cadenas pesada y ligera son: 

25 CADENA PESADA 
CDR1: SYWIH 

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 
CDRS: ESPRLRRGIYYYAMDY 
CADENA LIGERA 
30 CDR1: RASQSISNNLH 
CDR2: YASQSIS 
CDRS: QQSNRWPLT 

Preferiblemente dicho anticuerpo quim6rico esta caracterizado porque las secuenclas de 
las regiones de los maroos (FRs) de las cadenas pesada y ligera son: 
35 CADENA PESADA 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
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FR2: WLKQRPDQGLEWIG 

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
FR4: WGQGTTVTVSS 

5 CADENA LIGERA 

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
FR4: FGAGTKLELKRA 

10 Y mSs preferible aCin. el anticuerpo quimerico estS caracterizado porque contiene la 
regi6n constante de cadena pesada lgG1 humana y la regi6n constante de cadena ligera 
Ck humana. 

En una representacl6n preferible, la presente Invencion se refiere a un anticuerpo 
modificado derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 producido por el hibrldoma 
15 con nOmero de dep6sito ECACC 98101901, caracterizado porque las regiones de los 
marcos de las cadenas pesada y ligera contienen cualquiera de las siguientes 
mutaciones: 
CADENA PESADA : 
Posici6n5: QporV 
20 Posicl6n9'. NporA 
Posici6n 11: L por V 
Posici6n 12: A por R 
Posici6n 18: MporV 
Posicl6n 19: K por R 
25 Posici6n 20: M por V 
Posici6n 38: K por R 
Posici6n 40: R por A 
Posici6n 42: D por G 
Posici6n48: IporV 
30 CADENA LIGERA : 
Posicldn 39: R por K 
Posiclon 40: T por P 
Posici6n41: HporG 
Posici6n 42: E por Q 
35 Posicldn 58: I por V 
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Preferiblemente. dicho anticuerpo modfificado estS caracterizado porque contiene la 
region constante de cadena pesada lgG1 humana y la region constante de cadena iigera 
Ck humana. 

En otro aspecto de la presente invenci6n se refiere a fragmentos del tipo Fv de cadena 
5 sencilla derivados del anticuerpo 14F7 que comprenden la secuencia de la region 

variable de la cadena pesada obtenida a partir del hibridoma (deposit© ECACC 

98101901), y conservan la especiflcidad de reconocimiento del 14F7. 

Preferiblemente, dichos fragmentos Fv incluyen regiones variables de cadena Iigera 

provenlentes de ratones o humanos no inmunizados, diferentes de la regi6n variable de 
10 cadena Iigera producida por el citado hibridoma, que permiten su produccion por un 

hospedero bacteriano en fomia de fragmentos de anticuerpo presentados sobre fagos 

filamentosos o moi§cuias solubles. 

La presente invenci6n tambi6n se relaciona con las Ifneas celulares que expresan los 
anticuerpos qulm6rico y humanlzado. y los clones bacterianos que producen los 

15 fragmentos derivados del 14F7. 

Ademfe, la presente invenci6n se relaciona con las composiciones farmac6uticas para el 
tratamiento y/o localizaci6n e Identificacion de tumores malignos de mama, melanomas, 
sus metastasis y recldivas, caracterizadas porque contienen uno de los anticuerpos 
monoclonales recombinantes o sus fragmentos descritos en la presente invencion, as! 

20 como un excipiente apropiado para su aplicaci6n. Dicho anticuerpo o fragmento podria 
estar unido a un is6topo radioactive, Citil en la localizaci6n y/o terapia de los tumores 
malignos. 

Por ultimo la presente invencl6n se relaciona con el uso de los anticuerpos 
recombinantes descritos, para su uso en la fabricaci6n de una composici6n farmac6utica 
25 Citil en el tratamiento y/o localizacidn e identificaci6n de tumores malignos 

La descrlpci6n detallada de como llevar a cabo y utillzar la presente invenci6n se realiza 
a contlnuacidn: 

1. Sfntesis de ADNc y amplificacion por la RCP (Reaccl6n en Cadena de la 
Polimerasa) de las regiones variables del anticuerpo murino 14F7. 

30 El anticuerpo murino 14F7 fue obtenido por inmunizacion de ratones Balb/c con el 
gangll6sido GM3 (NeuGc) conjugado hidrofdbicamente con lipoprotelnas de baja 
densidad y en presencia del adjuvante de Freund (EP 0972782 A1, Can- A y cols. 
Hybridoma 19:3:241-247. 2000). El ARN se obtiene de 10^ c61ulas del hibridoma 
productor del anticuerpo monoclonal 14F7 (AcM murino. IgGI, que reconoce al 

35 ganglidsido NGcGMS. utillzando el metodo de extraccidn del TRIZOL (GIBCO BRL. NY), 
de acuerdo a las instrucclones del fabricante. 
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La sFntesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificaci6n de las regiones variables 
VH y VL se realizan utilizando el juego de reactivos Access RT-PCR (Promega. USA) 
segCin las recomendaciones del fabricante. Brevemente. la reaccion se realiza a partir de 
5 \ig de ARN en presencia de 25 pmoles del ollgonucle6tido dT disenado para hibridar en 
5 la cola polyA del ARN, y de los oligonucleotides conrespondientes a los extremos de cada 
regi6n variable. VH y VK. Se incuba 10 min a 60°C y posteriomnente se le anade una 
mezcia que contiene 0.2 mM de cada deoxinucle6tido (dNTPs). 1 mM MgS04, 5 u de 
AMV-Transcriptasa Reversa y 5 u de ADN Polimerasa en buffer de reacci6n. para un 
volumen total de 50 \xL. Se incuban las muestras 45 min a 48°C. 2 min a 94°C. y 
10 posteriomiente son sometidas a 40 ciclos de RCP con temperaturas de 94°C (30 seg), 
60*C (1 min), 68°C (2 min). con una incubaci6n final de 7 min a BS^C. 
2. Construccl6n de genes quim^ricos y secuenciaci6n del ADNc amplificado. 
Los productos de las RCP de VH y VK son digeridos con las enzimas de restriccion Eco 
RV- Nhe I, para VH, y Eco RV-Sa/ 1 para VK. y clonadas en los respectivos vectores de 
15 expresi6n (Coloma MJ y cols. J Immunol Methods 152:89-104. 1992). La regi6n VH es 
clonada en el vector PAH4604 que tiene incluida una region constante IgGI humana y 
como marcador de seleccion el gen de resistencia al L-liistidinol. La regi6n VK es clonada 
en el vector PAG4622, el cual porta un gen de resistencia al acido micofen61ico y una 
regidn constante kappa humana. Las construcciones gen§ticas resultantes se nombran 
20 14F7VH-PAH4604 y 14F7VK-PAG4622. respectivamente. 

Ambas construcciones son secuenciadas por el m§todo de los dideoxinucleotidos 
(Sanger F y cols. PNAS USA 74:5463-5470. 1979) usando el juego de reactivos de 
secuencia T7 ADN Polimerasa (Amershan-Pharmacia) de acuerdo al protocolo descrito 
por los fabricantes. 
25 3. Expresldn del anticuerpo quimerico. 

C6lulas NSO son electroporadas con 10 pg de 14F7VH-PAH4604 y 10 pg de 14F7VK- 
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu 1. Los ADNs se precipitan con etanol, se 
mezclan y disuelven en 50 pL de SSTF (solucion salina tamponada de fosfato). 
Aproximadamente 10^ celulas se crecen hasta semiconfluencia y se colectan per 
30 centrifugaci6n. posteriomiente se resuspenden en 0.5 mL de SSTF junto con el ADN en 
una cubeta de electroporaci6n. Despues de 10 min en hielo las celulas son sometidas a 
un pulso de 200 V y 960 F, y se mantienen en hielo por 10 min. Las celulas se cultivan en 
placas de 96 pozos en medio selective, Dulbecco Modificado (DMEM-F12) con 10% de 
suero fetal de ternera (SFT) y 10 mM de L-histidinol. Los clones transfectados se hacen 
35 visibles a los 10 dias de afiadido el medio de seleccion. 
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La producci6n de inmunoglobulina quim6rica se determiria por ELISA partiendo del 
sobrenadante de los clones. Para ello se recubren placas de poliestireno (High binding, 
Costar) con suero de chlvo anti-IgG humano (Sigma) en tamp6n carbonato bicarbonate 
100 mM. pH 9.8, toda la noche a 4''C. Las mismas se lavan con SSTF-t (solucion salina 

5 tamponada de fosfato. 0.5% Tween-20, pH 7.5). y se anaden las muestras de 
sobrenadante de cultivo diluidas en SSTF-t-SFT durante una hora a syc. Las placas se 
lavan nuevamente con SSTF-t y se incuban con un suero de chivo anti-cadena kappa 
humana conjugado a peroxidase (Jackson), una hora a 37°C. Posteriormente se lavan las 
placas de igual forma y se incuban con una solucion tamp6n citrato-fostato pH 4.2 que 

10 contiene el sustrato o-fenllendiamina. Despu§s de 15 min la absorbancia es medida a 492 



nm. 



La capacldad de reconocimlento del antlgeno por el anticuerpo quimerico es verificada 
por un ELISA competitivo usando los gangliosidos NGcGM3 y NAcGM3. Brevemente, se 
recubren placas de poliestireno (Polysorp, Nunc) con 50 nL de una solucion a 4 ng/mL de 

15 NGcGMS o NAcGMS en metanol y se incuban durante una hora a 37*C. Las mismas se 
bloquean con 200 nL de una soluci6n de seroalbOmina bovina (SAB) 1% en tampon Tris- 
HCI. pH 7.8-8.0 durante una hora a 37*C. Luego de tres lavados con SSTF, se anaden 
las muestras diluidas en Tris-HCI-SAB 1% en un rango de concentracion entre 2 ng/mL - 
0.01 pg/mL en presencia del anticuerpo 14f7 murine blotinllado 1 mg/mL, a 37"C durante 

20 2h. Posteriormente se lava con SSTF y se desan-olla la reaccibn con un conjugado 
estreptavidina-peroxidasa (Jackson), a 37X, 1h, La absorbancia se mide a 492 nm. 
4. Construccidn del Ac humanizado 14F7hT por humanizacidn de epitopes T. 
Predicci6n de epitopos T. 

Las secuenclas de los dominios variables del 14F7 son analizadas con el Programa 
25 AMPHI (Margalit H y cols. J Immunol 138: 2213-2229, 1987), el cual pemiite la 
Identificacl6n de segmentos de 7 u 11 amino6cidos con una estructura de helice 
anfipStica, la cual se ha relacionado con la inmunogenicidad T. Estos algoritmos predicen 
en este caso fragmentos relacionados con la presentacl6n de epitopos T en las regiones 
variables de las cadenas pesada y Hgera del anticuerpo monoclonal murine 14F7. 
30 - An^lisis de homologia con inmunoglobulinas humanas. 

Las secuenclas de amlno^icldos de los dominios variables del 14F7 son comparadas con 
las secuenclas de regiones variables de inmunoglobulinas humanas reportadas, para 
idenfrflcar la Inmunoglobulina humana que posea mayor homologfa con la mol6cula 
murina sometida a andlisis. Para ello se puede utillzar la base de dates SWISSPROT 
35 disponible en Internet, a traves del programa BLAST (Altschul S F y cols. Nucleic Acids 
Res 25:3389-3402, 1997). 
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- Analisis para la reduccldn de inmunogenlcidad. 

La esencia del m6todo radica en lograr una reduccl6n de la inmunogenicidad por la 
ruptura o humanlzaci6n de los posibles epitopes T, con un minimo de mutaciones en los 
FRs. espedficamente en aquellos segmentos que tienen una estmctura de helice 
anflpditica. quedando excluidas aquellas posiciones involucradas con la estructura 
tridimensional del sitio de reconocimiento del antigeno. 

Segiin el metodo. se comparan las secuencias de las regiones variables de VH y VL de la 
inmunoglobullna murina con la humana mas hom6loga y se identifican los residues que 
difieren entre la secuencia murina y la secuencia humana, solo en los segmentos 
anfip^ticos que quedan dentro de la regi6n de los FRs (Kabat E. Sequences of proteins of 
inmunological Interest. Fifth Edition. National Institute of Health. 1991). Estos residues 
"murinos" seran los susceptibles de ser mutados por aquellos que se encuentran en la 
misma posicion en la secuencia humana. 

Los residues que se encuentran en las posiciones de los FRs responsables de las 
estructuras can6nicas. aquellos presentes en la zona de Vernier, o los que participan en 
la interaccion de la interfase VH-VL, no pueden ser mutados, porque pudieran afectar la 
estructura tridimensional del dominie variable del anticuerpe y por tanto afectar su uni6n 
al antigeno. Informacidn adicional sobre la influencia de las sustituciones propuestas 
sobre la estructura terciaria. pueden ser obtenidas por modelaje molecular de las 
regiones variables. 

Dado que en el an^ilisis de las mutaciones pueden tenerse en cuenta elementos tales 
come la presencia de residues prollna en la helice anfip^tica o el hecho de que un 
determinado residue murine no aparezca en la misma posici6n en la secuencia humana 
mSs hom6loga pere sea frecuente en etras inmunoglebulinas humanas, es posible 
ebtener una versi6n que contenga un m^ximo de mutaciones, es decir, donde se muten 
tedos los residues murinos que difieren de la secuencia humana, pere pueden obtenerse 
etras verslones con dlferentes cemblnaclenes de mutaciones. 

Despu6s de identlficar sobre la secuencia murina del 14F7 los posibles epitopes T y de 
identificar dentro de estos segmentos los residues dlferentes a los humanos, las 
sustituciones se hacen por last^cnicas convencionales de mutagenesis diriglda. 
- Clonaje y expresl6n del anticuerpo humanizado 14F7hT en c§lulas NSO. 
Una vez obtenidas las construcclones gen§ticas correspondientes a las regiones VH y VL 
del anticuerpo 14F7hT, per el m§todo descrito anterionnente. estas son clonadas en los 
respectivos vecteres de expresibn, de manera similar a la descrita anteriomiente en el 
case de la construccl6n del Ac quim§rico, obteni^ndose las construcclones gen§ticas 
siguientes: 14F7hTVK-PAG4622 y 14F7hTVH-PAH4604. La transfecci6n de estos genes 
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a las c6Iulas NSO es exactamente bajo las mismas condiclones descritas para el 
anticuerpo quim6rico. Los clones productores del anticuerpo humanizado son detectados 
Igualmente por ELISA. 

La capacidad de reconocimiento especlfico del antigeno por el anticuerpo humanizado es 
verificada por un ELISA competitivo usando los gangllosidos NGcGM3 y NAcGM3. El 
procedimiento es Identico ai descrito para el anticuerpo quim6rico. 
5. Construcci6n de bibllotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos 
fiiamentosos a partir del hibridoma 14F7. 

Se alsia el ARN mensajero a partir de las c6lulas del hibridoma 14F7. se sintetiza el ADN 
complementarlo y se amplifican por separado las secuencias conrespondientes a las 
reglones variables de cadena pesada y ligera, utillzando dos juegos de oligonucleotidos 
disenados para hibridar con una amplia gama de reglones variables murinas. Las 
reglones variables de cadena pesada amplificadas se purifican, se digieren con las 
enzlmas apropladas y se ligan al vector fagomidio pHG-1m (disenado para la 
presentaci6n de antlcuerpos de cadena sencilla sobre la superficie de fagos 
fiiamentosos), previamente digerido con las mismas enzimas. Los productos de la 
reacci6n de llgamiento se purifican y se introducen por electroporaclon en bacterias de la 
cepa TG1 de E.coli. Las bacterias transfonnadas conforman una semi-biblioteca de 
reglones variables de cadena pesada de diversldad limltada (provenientes todas del 
hibridoma 14F7). Se purifica el ADN correspondiente a esta semi-biblioteca y se liga por 
separado a colecciones de reglones variables de cadena ligera (previamente purificadas 
y digeridas con las enzlmas apropladas). Finalmente se introducen las construcciones 
gen6ticas en bacterias de la cepa TG1 por electroporaclon, para conformar distintos tipos 
de bibllotecas Independientes. Uno de ellos es una mini-biblioteca de diversldad limitada 
construida con las reglones variables de cadena ligera obtenidas tambien de las celulas 
del hibridoma 14F7. Tambten se obtienen bibllotecas de intercambio de cadenas, donde 
las reglones variables de cadena pesada provenientes del hibridoma se combinan con 
colecciones diversas de reglones variables de cadena ligera obtenidas a partir de 
linfocitos murines y humanos. 

6. Aislamiento y caracterizacion de clones productores de fragmentos de 
anticuerpo contra el N-gllcolil GM3. 

Se toman al azar colonies de cada biblioteca para producir fagos a partir de ellas 
utilizando el fago auxlllador M13 K07. Se analiza directamente el reconocimiento del N- 
gllcolil GM3 por los fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a traves de un ensayo 
inmunoenzimatico en fase s6lida (ELISA). Se localizan asi clones productores de 
fragmentos funcionales. Para obte.ner una preparaci6n rica en fragmentos funcionales de 
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anticuerpo y explorar la diversidad de las bibliotecas. se producen fagos portadores de 
fragmentos de anticuerpo a partir de la mezcia total de bacterias transformadas que 
forma cada biblioteca. La mezcia de fagos obtenida se pone en contact© con el antfgeno 
N-glicolll GM3 unido a una superflcie s6lida. los fagos portadores de fragmentos de 
5 anticuerpo con capacidad de uni6n se retienen y el resto se elimina mediante lavados 
exhaustivos. Los fagos unidos se eluyen per un cambio de pH y se multiplican para 
obtener una nueva mezcia de fagos que sirva de material de partida para un nuevo cicio 
de seleccidn sobre el antfgeno. Despues de varies ciclos de selecclon, se analiza el 
reconocimiento de los fragmentos de anticuerpo presentados sobre fagos a partir de 
10 colonias. De este mode se identifican clones adicionales productores de fragmentos 
funcionales, que se encontraban diluidos en las bibliotecas iniciales. 
La caracterizacidn de los fragmentos de anticuerpo producidos por los clones incluye el 
analisis de su especificidad por ELISA frente a un panel de gangliosidos relacionados, el 
estudio del reconocimiento tumoral por inmunohistoqufmica, la evaluacion de su 
15 capacidad para ser producidos como fragmentos de anticuerpo solubles funcionales, 
fuera del contexto de su presentacibn en fagos, y la secuenciacidn completa de sus 
regiones variables. 
EJemplos de Reaiizaci6n. 

En los siguientes ejemplos todas las enzimas de restricci6n o modificacidn utilizadas, asl 
20 como reactivos y materiales fueron obtenidos de fuentes comerciales a menos que se 
especifique lo contrario. 

Ejempio 1. Obtencion del Anticuerpo Monoclonal Quimerico 14F7. 
La slntesis del ADNc y la amplificaci6n por la RCP de las regiones variables murinas VH 
y VK se realize con la enzima Vent Polimerasa utilizando oligonucle6tidos especlficos con 
25 sitios de restricci6n Eco Ry-Nhe I para VH, y Eco RV-Sa/ 1 para VK. Los oligonucleotidos 
usados como cebadores fueron los siguientes: 
ParaVH: 

Oligonucledtido 1 (hibrida en el peptide senal): 
5* ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
30 Oligonucle6tido 2 (hibrida en JH1): 

5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

Para VK: 

Oligonucle6tido 1 (hibrida en el peptide senal): 

5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt 3' 
35 Oligonucle6tido 2 (hibrida en VLJ5): 

5* agcgtcgacttacgtttcagctccagcttggtccc 3' 
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LOS productos de las RCPs de VH y VK fueron digeridos con las enzimas de restnccon 
ECO R\/-Nhe 1. para VH. y Eco RV-Sa/ 1 para VK. y donados en sus respectivos vectores 
de expresibn. PAH4604 y PAG4622. para VH y VK respectivamente. Estos vectores son 
usados para la expresion de inmunoglobulinas en celuias superiores y fueron donados 
5 por Sherie Monison (UCLA. California. USA). El vector PAH4604 tiene incluida la reg.6n 
constante humane lgG1. y el PAG4622. una region constante kappa humane. (Coloma J 
y cols. J Immunol Methods 152:89-104. 1992). Una vez clonadas las regiones VH y VK 
del 14F7 en los vectores anteriores. se formaron las construcciones 14F7VH-PAH4604 y 
14F7VK-PAG4622. 

10 Doce clones independientes fueron secuenciados por el metodo de los dideoxinucleotidos 
(Sanger F et al. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. PNAS USA 
1979:74:5463-5470) usando el kit de secuencia T7 ADN Polimerasa (Amershan- 
Phamiacia) de acuerdo al protocolo descrito por los fabricantes. Las secuencias de VH y 
VK tienen alta relacion con el subgrupo IIB y V. respectivamente. (Figures 1 A y B) segCn 

15 la clasfficaci6n de Kabat (Kabat E. Sequences of proteins of inmunological interest. Fifth 
Edition. National Institute of Health, 1991). 

Celuias NSO fueron electroporadas con 10 pg de 14F7VH-PAH4604 y 10 pg de 14F7VK. 
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu I. Los ADNs fueron precipitados con etanol. 
mezclados y disueltos en 50 pL de SSTF. Aproximadamente 10^ c61ulas crecidas hasta 
20 semiconfluencia. fueron colectadas por centrifugaci6n y resuspendidas en 0.5 mL de 
SSTF junto con el ADN en una cubeta de electroporacidn. Despues de 10 min en hielo 
las celuias fueron sometidas a un pulso de 200 V y 960 F e incubadas en hielo por 10 
min Las c6lulas se cultivaron en placas de 96 pozos en medio selective. Dulbecco 
Modificado (DMEM-F12) con 10% de SFT y 10 mM de L-histidinol. Los clones 
25 transfectados se hacen visibles a los 10 dias de afladido el medio de selecci6n. 

La produccion de inmunoglobulina quimerica se determine por ELISA partiendo del 
sobrenadante de los clones. Para ello se recubren places de poliestireno (High binding. 
Costar) con suero de chivo anti-IgG humane (Sigma) en tamp6n carbonate bicarbonate 
100 mM. pH 9.8. toda la noche a 4»C. Las mismas se lavan con SSTF-t (soluci6n salina 
30 tamponade de fosfato. 0.5% Tween-20. pH 7.5). y se anaden las muestras de 
sobrenadante de cultivo diluidas en SSTF-t-SFT durante una hora a 37°C. Las placas se 
lavan nuevamente con SSTF-t y se incuban con un suero de chivo anti-cadena kappa 
humane conjugado a peroxidase (Jackson), una hora a 37°C. Posteriormente se lavan las 
placas de igual forma y se incuban con una solucion tamp6n citrato-fostato pH 4.2 que 
35 contiene el sustrato o-fenilendiamina. Despu6s de 15 min la absorbancia es medida a 492 



nm. 
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Ejempio 2. Reactivldad del antlcuerpo 14F7Q frente a los gangliosidos NGcGM3 y 
NAcGMS. 

Se determin6 la reactividad del antlcuerpo (Ac) quimerico del 14F7 por medio de un 
ELISA competitlvo. En la Figura 2 se muestra la especificidad del 14F7 quimerico 
5 comparado con el 14F7 murine, en el reconocimiento de places de poliestireno (Polysorp. 
Nunc) recublertas con el gangliosido GM3 N-glicolilado. Ambos Acs muestran a 
concentraciones similares un 50% de Inhibici6n del reconocimiento del Ac 14F7 murino 
biotinilado al antlgeno. Mientras que no se observ6 inmunoreactividad al recubrir las 
placas con la variante N-acetilada del GM3 para ninguno de los anticuerpos. Se us6 
10 como Ac inrelevante el AcM murino ior-C5. 

Ejempio 3. Obtenclon de diferentes versiones del antlcuerpo humanlzado. 
Las secuencias de VH y VK del 14F7 fueron comparadas con una base de datos de 
secuencias humanas. obtenlendose la secuencia humana de mayor homologia con el 
antlcuerpo 14F7. para la regibn VH y VK (Fig 1A y B). En ambas secuencias se 
15 detemilnaron ademas las regiones anfipdticas o potenciales epitopes T. Posterionnente 
se determinaron las mutaciones necesarias para convertir las secuencias de VH y VK 
murinas en humanlzadas. sigulendo este metodo de humanizacion de epitopes T. 
Seftalamos a continuaci6n el m^ximo de mutaciones posibles que pueden realizarse. 
En el case de la regi6n VH se introdujeron mutaciones en las posiciones 5, 9, 11, 12, 18, 
20 19, 20, 38, 40, 42 y 48, donde se sustituyeron los aminoScidos Q, N, L, A, M, K, M, K, R, 
D y I, por V. A, V, V, V, R, V, R, A, G y V, respectivamente. Estas mutaciones se 
realizaron por sobrelapamientos de los productos de la RCP (Kamman M y cols. Nucleic 
Acids Research 17:5404-5410, 1989). usando los oligonucle6tidos 1 y 2. y los 3 y 4. en 
las primeras RCPs. y el resultado de las mismas se sobrelap6 en otra RCP usando solo 
25 los oligonucleotides 2 y 4. Las secuencias de los oligonucleotides usados se muestran a 
continuaci6n: 

Oligonucle6tldos para las mutaciones 5. 9, 11 y 12, de la cadena pesada: 
Oligonucle6tido 1 : 5' gtc cag ctt gtg cag tot ggg get gaa gtg gta aaa cct ggg 3' 
Oligonucledtldo 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 
30 Oligonucle6tido 3: 5' ccc agg ttt tac cac ttc age ccc aga ctg cac aag ctg gac 3' 
Oligonucle6tido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
Una vez secuenciadas y verifieadas las anteriores mutaciones. a los ADNs que portaban 
las mismas se les introdujo en las posiciones 18. 19 y 20 otras mutaciones, sustituyendo 
los amino^ddos M, K, M porV, R, V, respectivamente. 
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A continuacl6n se muestran los ollgonucle6tidos 1 y 2. y los 3 y 4. descritos para dichas 
mutaciones. El sobrelapamlento de los productos de las RCPs se hizo de la misma 
manera descrita anteiiormente. 

Oligonucleattdos para las mutaciones 18, 19 y 20 de la cadena pesada: 
5 Oligonucle6tido1: 5' ggg gcc tea gtg agg gtg tec tgc agg 3' 
Oligonucle6tido 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 
Oligonucleotido 3: 5' cct gca gga cac cct cac tga ggc ccc 3' 
Ciligonucle6tido4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
De Igual manera. una vez secuenciadas y verificadas las anteriores mutaciones. a los 
10 ADNs que portaban las mismas se les introdujo en las posielones 38. 40 y 42 las 
mutaciones R. A y G. que sustituyen los aminoacidos K. R y D, respectivamente. 
A continuaci6n se muestran los oligonucleotidos 1 y 2. y los 3 y 4. descritos para estas 
mutaciones. El sobrelapamlento de los productos de las RCP se hizo de la misma 
manera descrita anteriormente. 
1 5 Oligonucle6tidos para las mutaciones 38. 40 y 42 de la cadena pesada: 
Oligonucle6tido 1 : 5* cac tgg tta aga cag gca cct ggc cag ggt ctg 3' 

Oligonucledtido 2: 5" ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

Oligonucle6tldo 3: 5* cag ace ctg gcc agg tgc ctg tet taa cea gtg 3* 

Oligonucleotido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
20 Por Ciltimo. luego de verificar por seeuencia las mutaciones anteriores, a los ADNs que 

portaban las mismas se les introdujo una mutaci6n en la posicion 48. sustituyendo el 

aminodcido I por V. A eontinuaci6n se muestran los oligonucleotidos 1 y 2. y los 3 y 4. 

utillzados en esta mutaci6n. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se hizo de 

la misma manera descrita anteriormente. 
25 Ollgonucle6tidos para la mutaeion 48 de la cadena pesada: 

Oligonucleotido 1: 5' ctg gaa tgg gtt gga tac att 3' 

Oligonucle6tido 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

Oligonueledtido 3: 5* aat gta tee aac cea ttc cag 3' 

Oligonucle6tido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
30 Todas estas mutaciones fueron verificadas por seeuencia. La construecion genetica 
obtenida se denomin6 14F7hTVH. 

En el caso de la cadena pesada hay aminoacidos diferentes entre la cadena VH14F7 y la 
humane m§s pareeida que no se realizaron porque estas sustituciones involucrarian 
aminoacidos de la zona de Vernier o son posielones claves en el reconocimiento del 
35 antigeno. 
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Para la cadena ligera. se reallzaron mutaciones en las posiciones 39, 40. 41. 42 y 58. 
sustiluyendo R. T. H. E, I. por K. P. G. Q. y V respectivamente. Las mutaciones fueron 
introducidas de la misma manera que en la cadena pesada; a continuaci6n se describen 
las secuencias de los oligonuclebtidos utilizados. 

Oligonucleotldos para las mutaciones 39. 40, 41. y 42 de la cadena ligera. 
Oligonucledtido 1 : 5' tat caa caa aaa cca ggt cag tct cca agg 3' 
Oligonucledtido 2: 5' age gtcgac tta cgt ttc age tec age ttg gtc ce 3' 
Oligonucledtido 3: 5' cct tgg aga ctg acc tgg ttt ttg ttg ata 3' 

Oligonucle6tido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt 3' 
Luego de veriflcar por secuencia las mutaciones anteriores, se procedio a introducir una 
mutacion en la posiclon 58 a los ADNs que portaban las mismas. sustituyendo el 
amino^cido I por V. A continuacion se muestran los oligonucleotides 1 y 2, y los 3 y 4. 
que se utilizaron para dicha mutacidn. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs 
se reallzd de la misma manera descrita anteriomiente. 
Oligonucle6tidos para la mutaci6n 58 de la cadena ligera: 
Oligonucle6tido1: 5' att tct ggg gtc ccc tec agg 3' 
Oligonucleotido 2: 5' age gtcgac tta cgt ttc age tee age ttg gtc ec 3' 
Oligonucledtido 3: 5' cet gga ggg gae ccc aga aat 3' 

Oligonucledtido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ae) ctt gga ctt 3' 
Una vez realizada esta mutaeidn, la misma fue verifieada por secuencia. 
La construecidn gendtica resultante se denomino 14F7hTVK. 

Las regiones VK y VH humanizadas fueron clonadas en los vectores PAG4622 y 
PAH4604. fonnando las eonstruceiones 14F7hTVH-PAH4604 y 14F7hTVK-PAG4622. 
respectivamente. C6lulas NSO fueron eiectroporadas con 10 pQ de cada uno de los 
vectores que portaban las regiones variables humanizadas, 14F7hTVH-PAH4604 y 
14F7hTVK-PAG4622, previamente linealizados per digestion con Pvu I. El proceso de 
electroporaeidn y deteccion de los clones que expresaban el anticuerpo humanizado 
14F7hTfue identic© al deserito para el anticuerpo quimerico. 

Ejempio 4: Effecto del Ac 14F7 sobre la disminucidn del crecimiento tumoral en un 
modelo de induccl6n de angiogdnesis tumoral in vivo. 

Como modelo de angiogenesis in vivo se us6 la Hnea tumoral (melanoma B16) mezclada 
eon matrlgel como inductor de la angiogenesis. 

Con la implantacion subcut^nea de la llnea tumoral (B16) con matrigei en la Hnea media 
ventral de ratones machos C57/BL6, se midio la induccion del proceso de angiogenesis 
tumoral. Brevemente: Se mezclan eelulas de melanoma B16 eon 0.5 mL de matrigei y 64 
unidades/mL de heparina. solos, en el grupo control, o en combinacion con los 
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anticuerpos, para ser administrados por inyeccidn subcutanea en la region abdominal de 
Ids animates. A los 15 dias de la inocuiaci6n, los animales se sacrifican y se les extraen 
las perlas de geles junto con residues de demnis y epidemnis y se examina 
macrosc6picamente el tamano del tumor. Como se observa en la Figura 3, los tumores 
de los ratones tratados con el 14F7, disminuyen dr^sticamente el tamafio de la masa 
tumoral. 

Para distinguir los neovasos se realiza un analisis histopatologico de los geles con tincion 
hematoxillna/eosina, y con inmunotinci6n con un AcM anti PECAM (marcador endotelial). 
En la Figura 4, A y B, se observa una disminucidn del numero de vasos sangufneos en 
los cortes de tejidos de los animales tratados con el 14F7, al compararlos con los cortes 
obtenidos de tumores de animales sin tratamiento. 

Ejempio 5: Construccion de bibltotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos 
filamentosos a partir del hibridoma 14F7. 

Se aislo el ARN mensajero con el reactive TriPure Isolation Reagent (Boehringer 
Mannheim. Atemania) a partir de 5.0 x 10^ celulas del hibridoma 14F7 y se sintetizo el 
ADN complementario con el juego de reactivos Pro-STAR First Strand RT-PCR kit 
(Stratagene. EEUU). Las reglones variables de cadena pesada y ligera provenientes del 
hibridoma se amplificaron mediante 26 ciclos de la reaccion en cadena de la polimerasa, 
en las siguientes condiciones: 50 segundos a 94" C, 1 minuto a 55° C, 1 minuto a 72° C. 
Para ello se utilizaron todas las posibles combinaciones de un juego de oligonucle6tidos 
degenerados (disefiados para hibridar con una amplia variedad de regiones variables de 
rat6n), que se muestran en la tabia siguiente: 

Oligonude6tidos usados para amplificar VH y VL. Las posiciones degeneradas aparecen 
entre par6ntesis en la secuencia de los oligonucle6tidos. Las secuencias de los sitios de 
restricci6n aparecen subrayadas. 
5'VH ApaU 

5'... ttc tat tct cac a at aca ca a (gc)ag gt(gt) cag ct(gt) ac(ag) cag tc(at) gga 3* 
5'... ttc tat tct cac a at aca ca a gc(ag) gt(ct) ca(ag) ctg cag cag ct(ct) ggg gc 3' 
5'... ttc tat tct cac agtaca^ag ga(ag) gtg aag ct(gt) (gc)t(gc) gag tct gg(ag) gga 3" 
3' VH Sfi I 

5'... ga acc agt act cca age eta aaa aac ca c aga gac agt gac cag agt ccc 3' 

5'... ga acc agt act cca g gc eta aaa aac ca a gga gac ggt gac tga ggt tec 3' 

5'... ga acc agt act cca nac eta aaa aac ca a gga gac (gt)gt ga(gc) (ca) gt gga (gc)cc...3' 

5" Vl Sal I 

5'...gta etc ca a tea acq aca ttg tg(ca) tg(at) t(ac)c agt etc c... 3' 
5'... gta etc c aa tea acq ata tec aga tga c(ac)c a(ga)a ct(ac) c... 3' 
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5'... gta etc ca a tea ac( cg) aaa ttg t(tg)c tea cec agt etc c... 3' 
3* Vl Not I 

5'...aag gaa aaa a ac aac cgc ttt (tc)a(tg) (tc)tc cag ctt ggt... 3' 
5\..aag gaa aaa aac aac cac ttt (tg)a(tg) etc caa ctt gt(gt),.. 3' 

Las regiones variables de cadena pesada amplificadas se purificaron y se digirieron 
secuencialmente con las enzlmas de restriccion Sfi I y ApaLI. Se purificaron los productos 
de la digesti6n y se iigaron con el ADN del vector fagomidio pHG-1m (Heber Biotec S.A., 
Cuba) (Figura 5). Con las construcciones geneticas resultantes se transfomiaron por 
electroporacidn bacterias de la cepa TG1 de E.coli. El conjunto de bacterias 
transfomnadas confomno una semi-biblioteca de regiones variables de cadena pesada 
provenientes del hibridoma 14F7, con una talla moderada de 2.3 x 10"^ miembros. Se 
purified el ADN plasmldico de la semi-biblioteca y se digirio secuencialmente con las 
enzimas Not I y Sal I. Se Iig6 este ADN por separado con cuatro colecciones de regiones 
variables de cadena ligera. previamente digeridas con las mismas enzimas. Se 
transformaron bacterias de la cepa TG1 con estas nuevas construcciones geneticas y se 
obtuvieron cuatro bibliotecas independientes. Una de ellas era una una mini-biblioteca de 
diversidad limitada que contenia las regiones variables, tanto de cadena pesada como 
ligera, provenientes del hibridoma 14F7, con un tamano de 1.6 x 10® individuos. Las otras 
tres eran bibliotecas de intercambio de cadenas que incorporaban colecciones diversas 
de regiones variables de cadena ligera obtenidas previamente a partir de ratones (isotipo 
kappa) y humanos (isotipos kappa y lambda) y sus tallas fueron 1.0 x 10^. 1.4 x 10®. y 1.2 
X 10® miembros respectivamente. 

Ejempio 6. Aislamiento de clones productores de fragmentos de anticuerpo contra 
ei N-glicolil QMS. 

Se produjeron fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a partir de 92 clones 
tornados al azar de cada biblioteca, en pocillos de placas de microtitulacion, segun 
procedimientos ya descritos (Marks, J. D. y cols. J. MoL Biol. 222,581-597. 1991). Se 
evaluo su especificidad en un ELISA sobre placas de cloruro de polivinilo (Costar, EEUU) 
recubiertas con N-glicolil GM3 y N-acetil GM3 a 1}jg/ml. Se detectaron los fagos unidos 
con un anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado a peroxidasa de rabano picante 
(Amersham, Suecia). Adem^is de la caracterizacion individual de clones tomados al azar 
se procedio a la seleccion de fagos con capacidad de union al N-glicolil GM3 a partir de la 
mezcia de fagos producida por el conjunto de bacterias que conformaban cada biblioteca. 
Para ello, se produjeron fagos utilizando el fago auxiliador M13 K07, se purificaron por 
precipitacion con polietilenglicol segun el procedimiento citado y se pusieron en contacto 
con el N-glicolil GM3 unido a una superflcie plastica (Inmunotubos, Nunc. Dinamarca). Se 
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lavaron exlensivamente los tubos y se eluyeron los fagos en presencia de trietilamina 100 
mmol/l. El eiuato se neutraliz6 y se utilize para infectar bacterias de la cepa TG1 de 
E.coli . A partir del conjunto las bacterias infectadas se produjeron y se purificaron 
nuevamente fagos portadores de fragmentos de anticuerpo, que se utilizaron como 
material de partida para una nueva ronda de selecci6n en condiciones Identicas a las 
descritas. Despues de cuatro ciclos de selecci6n se tomaron al azar 92 colonias de 
bacterias infectadas con los fagos resultantes de cada biblioteca y se analizo el 
reconocimiento del N-glicolil GM3 de fomna similar a la descrita para la evaluacion de los 
clones tornados al azar de las bibliotecas. 

A partir del anSlisis directo de los clones de las bibliotecas se aislaron clones productores 
de fagos portadores de fragmentos de anticuerpo que reconoclan al N-glicolil GM3, que 
se encontraban en una frecuencia variable en las tres bibliotecas de intercambio de 
cadenas. No se encontro ningCin don positive en la mini-biblioteca formada 
exclusivamente por las regiones variables provenientes del hibridoma 14f7. Despues de 
los ciclos de seleccidn se aislaron clones adicionales a partir de las bibliotecas de 
intercambio de cadenas, y no se encontro ninguno en la mini-biblioteca de secuencias 
originates. La siguiente tabia muestra las cantidades de clones productores de 
fragmentos de anticuerpo que reconocen al N-glicolil GM3 y la frecuencia que 
representan del total de clones analizados, a partir de cada biblioteca. Solo un don 
produjo fagos que presentaban reactividad cruzada con el N-acetil GM3. 



Biblioteca 


Frecuencia de clones 
positives (tamizaje directo) 


Frecuencia de clones positivos 
(cuatro ciclos de seleccion) 


i\/lini-biblioteca fiibridoma 
14F7 


0/92 


0/92 


Intercambio de cadenas 
ligeras kappa murinas 


31/92 (33.70%) * 


52/92 (56.52%) 


Intercambio de cadenas 
ligeras kappa humanas 


2/92 (2.17%) 


8/92 (17.39%) 


Intercambio de cadenas 
ligeras lambda humanas 


4/92 (4.35%) 


12/92 (13.04%) 



1 clon con reactividad cruzada con el N-acetil GM3. 
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EJempIo 7. Caracterizacldn de los fragmentos de anticuerpo derivados del 14F7 que 
reconocen al N-glicolil GM3 

Se secuenciaron totalmente las regiones variables de 11 fragmentos de anticuerpo con 
un secuenciador automatico ALF Express 11 (Pharmacia, Suecia). utilizando 
ollgonucledtidos que hibridan en las regiones del vector pHG-lm que flanquean los 
extremes 5' y 3' de las secuenclas que codifican para los fragmentos de anticuerpo 
insertados. Se conflrm6 que la secuencia de la region variable de cadena pesada de 
todos corresponds a la reportada para ei 14F7. solo se presentan cambios en las 
regiones marco 1 y marco 4. presumiblemente introducidos por el uso de 
oligonudedtidos degenerados en la RCP. El resto de las secuencias, incluidos los tres 
CDRs no tenfan variaciones. Por el contrario, las secuencias de las regiones variables de 
cadena ligera de los 11 clones fueron todas diferentes a la del 14F7 y se agruparon en 5 
grupos de secuencias diferentes entre si, dos de origen murino, uno de origen humane 
(isotipo kappa) y otros dos de origen humano, pero de isotipo lambda. Se tom6 un clon. 
representative de cada grupo de secuencias para su caracterizaci6n posterior. 
La tabia siguiente muestra las diferencias entre las regiones variables de cadena ligera 
de los clones seleccionados, en cuanto a su identidad con la original, su origen e isotipo y 
la clasiflcaci6n es subgrupos segCin la clasificaci6n de Kabat. 
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Origen de VL 


Isotipo 


Identidad con Vl 14F7 


Subgrupo 


AcM 14F7 


Murino 


kappa 




V 


ScFv 2Am 


Murino 


kappa 


59.46% 


III 


ScFv 3Fm 


Murino 


kappa 


59.81% 


V 


ScFv7Bhk 


Humano 


kappa 


60.74% 


1 


ScFv 7Ahl 


Humano 


lambda 


35.45% 


1 


ScFv 8Bhl 


Humano 


lambda 


37.04% 


III 



Las diferencias entre las regiones variables de cadena ligera de los clones y la reportada 
originalmente para el anticuerpo 14F7 se localizan a lo largo de toda la secuencia, 
incluyendo las tres regiones detemiinantes de la complementareldad, y se muestran a 
contlnuacibn (Figura 6). 
Fri 

14F7Mab DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
2AinscFv .I.MF....S.A.SL.QRATI.. 
3FmscFv .IQM..T.SS..ASL..R.TI.. 
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La especificidad de la uni6n se confirmd por ELISA, segCin el prbcedimlento descrito. pero 
utilizando como recubrimiento. adem^s del N-gllcolil GM3 y el N-acetil GM3. un panel de 
gangliosidos reiacionados que inclufa varies gangliosidos N-acetllados y uno N- 
glicolilado. La Figura 7 muestra el reconocimlento de los distintos antlgenos por los cinco 
clones productores de fragmentos de anticuerpo caracterizados. Solo se detect6 la uni6n 
a! antfgeno bianco N-glicolll GM3. El resto de los antlgenos no fueron reconocldos. 
La producci6n de fragmentos de anticuerpo solubles (fuera del contexto de los fagos) por 
los clones se indujo en presencia de isopropil-tiogalactopiran6sldo a 1mmol/l. Se 
colectaron los sobrenadantes y se obtuvieron las fracciones periplasmSticas segCin 
procedimientos ya establecldos (de Haard, H. J.Biol. Chem. 274. 18218-18230. 1999.) Se 
detect© actividad de reconoclmiento del N-glicolil GM3 tanto en los sobrenadantes de 
cultivo como en las fracciones periplasm^ticas. a traves de un ELISA sobre placas 
recubiertas con dicho antfgeno similar al descrito, pero con el siguiente cambio. Los 
fragmentos de anticuerpo unidos se detectaron utilizando el anticuerpo monoclonal 9E10 
(dirigido contra el peptide c-myc que estS fusionado en la construccion gendtica a los 
fragmentos de anticuerpo), a 10 \xQlm\ y un conjugado antl-inmunoglobulinas de rat6n 
(Sigma, EEUU). Se purificaron lbs fragmentos de anticuerpo a partir de las fracciones 
periplasm^tlcas en un paso Clnico de cromatograffa de afinidad a iones met^licos 
utilizando la matriz HIS-Select HC Nickel Affinity Gel (Sigma, EEUU) segCin las 
instrucciones del fabricante. La figura 8 muestra la actividad determlnada por ELISA de 
los fragmentos solubles purificados. 
Breve Descripci6n de las Figuras. 

Figura 1: En la figura se muestra la secuencia aminoacidica de las regiones variables VH 
(a) y VK (b) del AcM 14F7, y la secuencia humana respectiva m^s homologa. Los CDRs 
se encuentran subrayados, y las regiones anfip^iticas, potenciales epitopes T, aparecen 
sombreados. Se muestra adem^s la secuencia resultante de la humanizaci6n de las 
regiones variables con las mutaciones realizadas. 

Figura 2: Reconoclmiento del anticuerpo 14F7Q medldO por un ELISA competitivo. 
Eje X: Expresa ia concentraci6n de los anticuerpos. 
Eje Y: Absorbancia medida a 492 nm 

El anticuerpo monoclonal ior C6 se uso como control negative. 

Figura 3: Efecto del anticuerpo monoclonal 14F7 sobre el crecimiento de tumores 
murines (llnea tumoral melanoma B16). 
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Figura 4: A) Estudio Inmunohistoqulmico de del efecto del Anticuerpo Monoclonal 14F7 
sobre la formacion de vases sangulneos. Las flechas indican los vasos inmunomarcados. 
B) Inhibici6n de la Angiog6nesis inducida per el Anticuerpo Monoclonal 14F7. 
Figura 5: Diagrama del vector pHG-1m. 
5 Figura 6: Secuencia de proteinas de las regiones VL del anticuerpo monoclonal 14F7 y 
de los fragmentos Fv de cadena sencilla selecclonados. Los puntos significan homologia 
con la secuencia de las VL del 14F7. 

Figura 7: Especificldad del reconocimiento por los fagos portadores de fragmentos del 
anticuerpo. Se observe la inhibicl6n de la uni6n del Ac 14F7 al ganglosido por los 
10 fragmentos expuestos en los fagos. Las places se recubrieron con N-glicolil GM3 y los 
fagos fueron incubados con partfculas virales y varias concentraciones de 14F7. 
Figura 8. Reconocimiento del N-glicolll Gm3 por los fragmentos solubles purificados. 
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ANTICUERPOS RECOMBINANTES Y FRAGWIENTOS QUE RECONOCEN EL 
GANGLIOSIDO N-GLICOLIL GM3 Y SU USD PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO 
DE TUMORES. 

REIVINDICACIONES 

1 - Un anticuerpo recombinante derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 
producldo por el hibridoma con nOmero de deposito ECACC 98101901. caracterizado 
porque las secuencias de las reglones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y 
ligera son las que se muestran a continuacl6n: 
CADENA PESADA 
CDR1: SYWIH 

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 
CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY 
CADENA LIGERA 
CDR1: RASQSISNNLH 
CDR2: YASQSIS 
CDR3: QQSNRWPLT 

2.- El anticuerpo segCin la relvlndicacl6n 1. caracterizado porque es una variante 
quim§rica del anticuerpo 14F7 el cual contiene los CDRs y las regiones de los marcos 
(FRs) de las cadenas pesada y ligera de dicho anticuerpo 14F7 y la regi6n constante de 
cadena pesada igG1 humana y la regi6n constante de cadena ligera Ck humana. siendo 
las secuencias de las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera las 
siguientes: 
CADENA PESADA . 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
FR2: WLKQRPDQGLEWIG 

FR3:KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
FR4: WGQGTTVTVSS 
CADENA LIGERA 

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 

FRS: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
FR4: FGAGTKLELKRA 

3.- Un anticuerpo segCin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque es una variante 
humanizada del anticuerpo monoclonal 14F7 el cual contiene mutaciones puntuales las 
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regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera para reducir su 
inmunogenicidad. 

4.- Un anticuerpo segOn la relvindicaci6n 3 caracterizado porque es una variants 

humanlzada del anticuerpo monoclonal 14F7 cuyas regiones de los marcos de las 

cadenas pesada y ligera contlenen cualesquiera de las siguientes mutaciones: 

CADENA PESADA: 

Posici6n 5: Q per V 

Posicion 9: N per A 

Posicl6n11: LporV 

Posici6n 12: AporR 

Posici6n 18: MporV 

Poslci6n 19: KporR 

Posici6n 20: M por V 

Posicl6n 40: R por A 

Posicidn 42: D por G 

CADENA LIGERA: 

Poslci6n 39: R por K 

Posicl6n 40: T por P 

Posicion 41 : H por G 

Posicion 42: E por Q 

6. Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murine 14F7 
producido por el hibridoma con nOmero de dep6sito ECACC 98101901. caracterizado 
porque contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 
monoclonal murine 14F7 y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo murino. 

7. Fragmento Fv de cadena sencilla segun la relvindicacion 6. caracterizado porque la 
regi6n variable de la cadena ligera es del propio anticuerpo 14F7. 

8. Fragmento Fv de cadena sencilla segOn las reivindicaciones 6 y 7 caracterizado 
porque las secuenclas de las regiones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y 
ligera son las que se muestran a continuaci6n: 

CADENA PESADA 
CDR1:SYWIH 

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 
CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY 
CADENA LIGERA 
CDR1: RASQSISNNLH 
CDR2: YASQSIS 



26 



CDR3: QQSNRWPLT 

9.- Fragmento Fv de cadena sencilla segOn la reivindicaclon 8 caracterizado porque 
contiene los CDRs y las reglones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera de 
dicho anticuerpo 14F7, siendo las secuenclas de las regiones de los marcos (FRs) de las 
cadenas pesada y ligera las siguientes: 
CADENA PESADA 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
FR2: WLKQRPDQGLEWIG 

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
FR4: WGQGTTVTVSS 
CADENA LIGERA 

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 

FR3:GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
FR4: FGAGTKLELKRA 

10. - Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicaci6n 9 el cual contiene 
mutaciones puntuales las reglones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera 
para reducir su inmunogenicidad. 

11. - Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicaci6n 10 cuyas reglones 
de los marcos de las cadenas pesada y ligera contienen cualesquiera de las siguientes 
mutaciones: 

CADENA PESADA: 
Posicion 5: Q por V 
Posici6n9: NporA 
Posici6n11: LporV 
Posici6n12: AporR 
Poslci6n 18: MporV 
Posici6n 19: K por R 
Posici6n 20: M por V 
Posicion 40: RporA 
Posicion 42: D por G 
CADENA LIGERA: 
Posicidn 39: R por K 
Poslci6n 40: T por P 
Posici6n 41 : H por G 
Posicidn 42: E por Q 
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12.- Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 
producido por el hibridoma con nOmero de deposito ECACC 98101901 segCin la 
reivindicaclon 6, caracterizado porque contlene la secuencia de la region variable de 
cadena pesada del anticuerpo monoclonal murino 14F7 y una region variable de cadena 
5 ligera cuya secuencia es la sigulente: 
Fii 

Dl VMFQSPASLAVSLGQRATI SC 
CDR1 

RASQSVSSSSYSYMH 
10 Fr2 

WYQQKPGQPPKLLI K 
CDR2 

Y A S N L E S 
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Fr3 

GVPARFSGS6SGTDFTLNI HPVEEEDAATYYC 
CDR3 

QHSRDVPLTF 



Fr4 

GAGTKLEIK ... .ai=-, 

20 13 - Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal munno ^^\■( 

producido por el hibridoma con nOmero de depdsito ECACC 98101901 segOn la 

reivindicaclon 6. caracterizado porque contlene la secuencia de la regl6n variable de 

cadena pesada del anticuerpo monoclonal murino 14F7 y una regl6n variable de cadena 

ligera cuya secuencia es la siguiente: 

25 Fri 

DIQMTQTPSSLSASLGDRVTISC 



CDR1 

RASQDI SNYLN 
Fr2 

WYQQKPDGTVKLLI V 
CDR2 

Y T S R L H S 
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Fr3 

GVPSRFSGSGSGTDYSLTI SNLEQEDI ATYFC 
CDR3 

QQGNTLPPTF 
Fr4 

GAGTKLELK ... -xcv 

14. - Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal munno 14P7 

producido por el hibridoma con nCimero de dep6sito ECACC 98101901. caracterizado 
porque contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 
monoclonal murine 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera de un anticuerpo 
humane. 

15. - Fragmento Fv de cadena sencilla segCin la reivindicaci6n 14, caracterizado porque 
contiene la secuencia de la regl6n variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murine 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente: 

Fii 

Dl QMTQTPSSLSASVGDRVTI TC 
CDR1 

RASQSI SSFLN 
Fr2 

WYQQKPGKAPKLLI Y 
CDR2 

A A S N L Q S 
Fr3 

GVPSRFSGRGSGTDFTLTI SSLQPEDFAAYYC 
CDR3 

QQGYTTPLTF 
Fr4 

GQGTKLELK 
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16.- Fragmento Fv de cadena sencilla segun la reivindicaci6n 14, caracterizado porque 
contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murino 14F7 y una regl6n variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente: 
Fri 

QSVVTQPPSASGGPGQSLTI SC 
CDR1 

TGTSSDVGGYNHVS 
Fr2 

WYQQHPGKAPKLMI Y 
CDR2 

D V S K R P S 
Fr3 

GVPHRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEAVYYC 
CDR3 

SSYAGSNNLVF 
Fr4 

GGGTKVTVL 

17.- Fragmento Fv de cadena sencilla segOn la reivindicaci6n 14, caracterizado porque 
contiene la secuencia de la regidn variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murino 14F7 y una regidn variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente: 
Fri 

SSELTQDPAVSVALGQTVRI TC 
CDR1 

QGDSL RSYYAS 
Fr2 

WYQQKPGQAPVLVIY 

CDR2 

G K N N R P S 
Fr3 

Gl PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYC 
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CDR3 

NSRDSSGNHVVF 
Fr4 

GGGTKLTVL 

5 

18. - Uoa Ifnea celular caracterizada porque expresa el anticuerpo recombinante o el 
fragmento Fv de cadena sencllla de cualquiera de las reivlndlcaclones de la 1 a la 17. 

19. - Composlci6n farmac6utica para el tratamiento de tumores malignos caracterizada 
porque comprende el anticuerpo recombinante o el fragmento Fv de cadena sencllla de 

10 cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 17, y un exciplente apropiado. 

20. - Composicidn famiaceutica segCin la reivindicacidn 19 caracterizada porque as Citil 
para el tratamiento de tumores malignos de mama, melanomas, sus metastasis y 
recidivas. 

21. - Reactive para la localizacion e Identificacidn "in vivo" de tumores malignos 
15 caracterizada porque comprende el anticuerpo recombinante o el fragmento Fv de 

cadena sencilla de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 17 y un marcador 
apropiado. 

22. - Un reactive segCin la reivindicaci6n 21 caraterizado porque es utilizado para la 
localizacion e Identificaci6n "In vivo" de tumores malignos de mama, melanomas, sus 

20 metastasis y recidivas. 
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ANTICUERPOS RECOWl BIN ANTES Y FRAGWIENTOS QUE RECONOCEN EL 
GANGLIOSIDO N-GLICOLIL GM3 Y SU USO PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO 
DE TUMORES. 

5 RESUMEN. 

La presente invencidn se relaciona fundamentalmente con la produccion de 
inmunoglobulinas menos Inmunogenicas por la via de la ingenieria gen^tica. y mas 
especfficamente con un anticuerpo monoclonal que reconoce antigenos que contienen el 

10 gangli6sido N-glicolil GM3 y no otros gangliosidos del tipo N-glicolll o N-acetil, ni a los 
gllcoHpldos sulfatados. Mas especfficamente la presente invenci6n se relaciona con las 
secuencias peptidicas que codifican un anticuerpo monoclonal recombinante contra el 
ganli6sido n-glicolil GM3. o fragmentos derivados del mismo y composiciones 
farmaceuticas conteniendo dlcho anticuerpo o sus fragmentos y su uso tanto diagnostico 

15 o terapeutico en cancer de mama y melanoma. 
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FIGURA1: 

A) 
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GM3(NeuGc)-14f7 murine 
GM3(NeuGc)-14f7 chimeric 
GM3(NeuGc)-iorC5 murine 
GM3-14f7 murine 
G[\/l3-14f7 chimeric 
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FIGURA 3: 
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B16F B16F1 + B16F1+14 



FIGURA4: 
A) 
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AcM 14F7 




B) 
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□ N-acetil GM1 

□ N-glicolil GM2 
El N-acetil GM2 

□ N-acetil GDIa 

□ -acetll GD1b 

□ N-acetllGD3 

□ NacetilGTIb 
■ N-glicolll GM3 

□ N-acetil GM3 
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FIGURA 8. 
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